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5 La pr^sente invention se rapporte a des anticorps monoclonaux chimeriques, 
humanisms ou humains de classe IgG3 produits dans une lignee cellulaire de my&ome 
de rat, notamment la lignee YB2/0. Ces anticorps pr^sentent une forte activity en 
phagocytose et peuvent etre administr6s pour traiter les cancers et les infections. 

10 A ce jour, la grande majority des anticorps monoclonaux th6rapeutiques 
commercialises ou en cours d'essais cliniques appartiennent a la classe des IgGl. 
Cependant, en dehors des IgGl, d'autres sous-classes d' anticorps pourraient egalement 
presenter un int6rSt pour le traitement de certaines pathologies. 

15 Les IgG3 possedent notamment des capacites effectrices particuli&res et jouent 
certainement un role important in vivo. Bieri que ne representant que 7% des IgG dans 
les plasma humains, leur proportion est augmentee au cours de certaines reponses 
immunitaires, par exemple apres certaines infections virales (Basic and clinical aspects 
of IgG subclasses. Volume editor, F. Shakib. Basel; New York : Karger, 1986 

20 (Monographs in Alllergy; Vol 19. Pages 122-133), parasitaires (J Infect Dis. 2003 Mar 
l;187(5):862-5, 2003. Immunoglobulin G (IgG) responses to Plasmodium falciparum 
glycosylphosphatidylinositols are short-lived and predominantly of the IgG3 subclass. 
Boutlis CS, Fagan PK, Gowda DC, Lagog M, Mgone CS, Bockarie MJ, Anstey NM) 
ou a la suite d'imminiisations contre Pantigene Rh(D) (Iyer YS, Kulkami SV, Gupte 

25 SC. Distribution of IgG subtypes in maternal anti-D sera and their prognostic value in 
Rh haemolytic disease of the new-born. Acta Haematol. 1992;88(2-3):78-81). 

L'utiiisation therapeutique d'IgG3 reste jusqu'a present tres limitee. Elles sont utilises 
en particulier dans le traitement pr6ventif de la maladie hemolytique du nouveau-ne, 
30 puisque d'une part, les anticorps polyclonaux anti-D actuellement utilises sont 
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constituSs d' environ 20 a 30% d'IgG3 et d'autre part, des etudes cliniques utilisant un 
anticorps monoclonal anti-D IgG3 ont d6]k 6te r£alis6es avec des rSsultats 
encourageants en terme de clairance d'h6maties Rh positif et aussi de prevention de 
ralloimmunisation (Clin Exp Immunol 2003 Apr;132(l):81-6. Clearance of red cells 
5 by monoclonal IgG3 anti-D in vivo is affected by the VF polymorphism of Fc gamma 
Rllla (CD16). Rumpel BM 5 De Haas M, Koene HR, Van De Winkel JG, Goodrick 
MJ.) 

Bien que le mecanisme d'action des anticorps polyclonaux anti-D conduisant a 
l'absence d'immunisation de la mere, ne soient pas connus, de nombreuses etudes se 
sont attaches a d&nontrer les rdles respectifs des IgGl et des IgG3 anti-D. II a par 
exemple ete montr6 que la formation de rosettes entre les cellules effectrices comme 
les monocytes, les lymphocytes T CD8, les lymphocytes B et les cellules NK avec des 
hematies Rhesus D positif, etait plus rapide et plus importante avec des IgG3 anti-D en 
comparaison avec des IgGl. Ces differences peuvent s'expliquer par une region 
charniere (Hinge) des IgG3 qui est plus longue que celle des IgGl. Cette structure 
favoriserait la formation de ponts entre les hematies chargees negativement et les 
cellules effectrices. (Vox Sang. 1989;56(2):101-3. Rate of interaction of IgGl and 
IgG3 sensitized red cells with monocytes in the phagocytosis assay, Brojer E, Merry 
AH, Zupanska B; Immunology. 1992 Jul;76(3):446-5L The functional activity of Fc 
gamma RII and Fc gamma RIII on subsets of human lymphocytes. Hadley AG, 
Zupanska B, Rumpel BM, Leader KA). 

L' existence d'une competition entre des IgGl et des IgG3 suggerant ainsi que ces deux 
25 sous-classes d'IgG pourraient reconnaitre et activer le meme recepteur Fc a ete 
mentionnee dans d'autres etudes (Immunology. 1989 Apr;66(4):491-8. Distinctive role 
of IgGl and IgG3 isotypes in Fc gamma R-mediated functions. Rozsnyay Z, Sarmay 
G, Walker M, Maslanka K, Valasek Z, Jefferis R, Gergely J). 
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Au cours d'infection parasitaires comme P falciparum, ainsi qu'au cours des infections 
bacteriennes, une reponse de type IgG3 est observee et elle est associee a la production 
d'IgGI contre des antigenes proteiques. De meme, dans le cas de la reponse anti- 
polysaccharidique d'origine bacterienne (anti-LPS), meme si les IgG2 forment la sous- 
5 classe predominant^ il y a une forte reponse de type IgGl et de facon plus Hmitee 
d'IgG3. 

Pour les pathologies cancereuses, il n'y a pas de donnees sur la production d'IgG3 
chez des patients, bien que des traitements anti-tumoraux utilisant des IgG3 couplees a 
10 des cytokines aient 6te utilises. 

La lignee YB2/0 a ete selectionnee depuis plusieurs annees pour sa capacite a conferer 
aux IgGl produites des proprietes fonctionnelles ameliorees. Nous avions montre dans 
notre demande WO 01/77181 (LFB) l'importance de selecuonner des lignees 
15 cellulaires permettant de produire des anticorps presentant une forte activite ADCC du 
type FcyRIII (CD16). Nous avions trouve que la modification de la glycosylation du 
fragment constant des anticorps produits dans des lignees de myelomes de rat telle que 
YB2/0 conduisait a ameliorer l'activite ADCC. 

20 Les structures glycanniques desdits anticorps sont de type biantennees, avec des 
chalnes courtes, une faible sialylation, des mannoses et GlcNAc du point d'attache 
terminaux non intercalaires, et une faible fucosylation. Plus recemment, nous avons 
decouvert que l'avantage de presenter une forte affmite pour le CD16 peut encore etre 
renforce par des conditions supplementaires visant a produire des anticorps qui 

25 induisent egalement la production de cytokines, notamment la production d' IFNy ou 
PIL2. Les deux caracteristiques precitees se complementent. En effet, la production 
dlFNy ou l'IL2 induite par ces anticorps peut renforcer l'activite ADCC. Le 
mecanisme d'action d'une telle activation tient probablement a une regulation positive 
autocrine des cellules effectrices. On peut postuler que les anticorps se lient au CD 16 
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provoquant une activit6 cytotoxique mais egalement induisent la production de 1' IFNy 
ou l'IL2 qui au final conduit a augmenter encore davantage l'activite cytotoxique. 

Dans le cadre de la presente invention, une IgG3 anti-D a ete exprimee dans une lignee 
5 de myelome de rat afin d'evaluer si cette lignee, notamraent YB2/0, peut conferer aux 
anticorps produits des propri&es fonctionnelles ameliorees, comrae c'est le cas pour 
lesIgGl. 

Nos resultats indiquent que les IgG3 ainsi produites presentent une capacite de fixation 
10 au CD 16 comparable a celle des IgGl. Neanmoins, et dans certaines conditions, cette 
augmentation de fixation au CD 16 n'est pas correlee a une secretion de cytokines et 
n'induit qu'une faible potentialisation de l'ADCC contrairement a ce qui est observe 
avec les IgGl. En revanche, nous avons observe" de maniere tout a fait inattendue que 
la phagocytose est augmentee. 

15 

Description 

Ainsi, dans un premier aspect, l'invention concerne des anticorps monoclonaux 
chimeriques, humanisms ou humains de classe IgG3 caracterises en ce qu'ils sont 
20 produits dans une lignee cellulaire de myelome de rat. De preference, lesdites IgG3 
sont produites dans la lignee YB2/0 (ATCC n° CRL 1662) ou une lignee derivee ou 
modifiee de YB2/0. 

Dans de tels anticorps, la structure glycannique du Fc correspond a un type biantennS, 
25 avec des chaines courtes, une faible sialylation, des mannoses et GlcNAc du point 
d'attache terminaux non intercalaires, et une faible fucosylation. 

De plus, le taux de GlcNac intermediaire est non nul. 
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De tels anticorps sont plus particulierement selection's parmi les formes : 






GOF, Gl et GIF. 

@ Mannose @ Galactose g> Fucose 

10 Ainsi, invention porte sur des anticorps monoclonaux de classe IgG3 dans lesquels la 
teneur en fucose est inferieure a 65%, 60%, 50%, 40%, ou 35%. De pr6ference, la 
teneur en fucose est comprise entre 20% et 45% ou encore entre 25% et 40%. A titre 
d'exemple, la teneur en fucose est inferieure a 35%. 

L'invention porte egalement sur des anticorps de classe IgG3 presentant le profil de 
15 glycosylation indique ci-dessus produits dans des systemes biologiques equivalents, 
notamment dans des cellules, plantes ou animaux non humain genetiquement modifies 
ou transformes, par exemple par introduction de sequence exprimant une ou plusieurs 
glycosyl transferase(s) de sorte a obtenir des anticorps presentant un profil 
essentiellement similaire au profil de glycosylation obtenu chez YB 2/0. 

20 

Les IgG3 produites dans la lignee YB2/0 presentent des caracteristiques fonctionnelles 
particulieres : 

a) une forte fixation au CD16 qui est comparable a celle des IgGl produites dans la 
meme lignee cellulaire. 

25 b) 'one capacite limitee a induire une activite cytolytique et a certaines concentrations 
une capacite a induire une inhibition de l'ADCC IgGl dependante. 

c) une capacite a induire la s6cr6tion de cytokines par des cellules effectrices qui est 
specifique et differente de celle induite par des IgGl . 

d) une potentialisation de la phagocytose. 
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L'anticorps de classe IgG3 de 1'invention peut etre selections a titre d'exemple parmi 
les anticorps diriges centre : CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD11, CD18, CD19, 
CD20, CD25, CD45 et CD52 corame Campath-IH®, CD33 ou CD38. 

Dans un deuxieme aspect, l'invention vise un precede de production d'anticorps 
monoclonaux chimeriques, humanises ou humains de classe IgG3 presentant les 
caracteristiques fonctionnelles mentionnees ci-dessus comprenant la transfection d'une 
lignee cellulaire de myelome de rat de preference, la lignee YB2/0 (ATCC n° CRL 
1662) ou une lignee derivee ou modifiee de YB2/0, avec un ou plusieurs vecteur(s) 
comprenant les sequences codantes pour les chaines lourdes et legeres d'anticorps de 
classe IgG3, l'expression desdits anticorps dans la lignee cellulaire transferees, 
l'extraction et la purification des anticorps. 

De preference, on utilise un systeme a deux vecteurs d'expression (par exemple des 
vecteurs derives du RSV), 1'un codant pour les chaines lourdes et l'autre codant pour 
les chaines legeres. Avantageusement, un marqueur de selection different est present 
dans chaque vecteur. Des constructions specifiques sont presentees a la figure 1. 
L'invention porte egalement sur le systeme decrit ci-dessus dans lequel les chaines 
lourdes et legeres sont produites en quantite equimolaire. 

La construction de vecteurs d'expression peut etre mise en oeuvre selon les procedures 
connue de l'homme du metier (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second 
Edition, Maniatis et al, Cold Spring Harbor). 

La co-transfection dans la lignee de myelome de rat des deux vecteurs peut etre 
realisee au moyen de quantite equimolaire par les procedures standard du type 
precipitation au phosphate de calcium or par la lipofectine. Ensuite, les lignees 
transferees sont selectionnees dans les milieux de culture adequats. 
Bien entendu, d'autres strategies, notamment l'utilisation d'un seul vecteur codant pour 
1'ensemble des chaines de l'anticorps, peuvent etre employees. 
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Dans un troisieme aspect, l'invention concerne des lignees cellulaires de myelome de 
rat, notamment YB2/0 et des lignees derivees, transfectees par un ou plusieurs 
vecteur(s) permettant l'expression d'une IgG3 fonctionnelle. L'invention porte 
egalement sur les cellules ayant ete transfectees par un ou plusieurs vecteur(s) decrit(s) 
5 ci-dessus. Ces cellules sont caracterisees en ce qu'elles produisent des IgG3 presentant 
le profil de glycosylation mentionne plus haut et au moins Tune des proprietes a) a d) 
decrites precedemment. Une cellule derivee d'une Hgnee decrite plus haut est 
egalement objet de l'invention. 

10 Dans un quatrieme aspect, l'invention porte sur l'utilisation d'IgG3 decrites 
prec6demment, notamment d'IgG3 exprimees dans YB2/0, pour la preparation d'un 
medicament. 

Plus specifiquement, l'invention vise l'utilisation d'IgG3 decrites precedemment pour 
15 la preparation d'un medicament destine au traitement de differentes pathologies 
infectieuses d'origines virales ou bacteriennes. Les IgG3 de Tinvention presentent a cet 
egard un interet en raison de leur forte fixation sur le recepteur Fc de basse affinity 
(CD 1 6) et de leur forte activity en phagocytose. 

20 L'invention a egalement trait a l'utilisation desdites IgG3 pour le traitement de 
differentes pathologies cancereuses, en particulier chez les patients faibles repondeurs 
au traitement avec des IgGl exprimees dans CHO, en complement ou non de cette 
derniere. L'invention porte egalement sur l'utilisation des IgG3 en association avec une 
IgGl exprimee dans une Iignee de myelome de rat, notamment YB2/0, dans les 

25 pathologies cancereuses chez les patients diagnostiques tardivement ou faibles 
repondeurs au traitement avec 1'IgGl seule. 

On entend par "patients faibles repondeurs", des patients ayant un etat dit stable, avec 
moins de 50% de reduction et moins de 25% d'augmentation des lesions. Pas de 



1 er depot 



8 

nouvelles lesions. Ce groupe de patients comprend egalement les patients pour lesquels 
aucune reponse n'est observee (progression de la maladie et mort). 

Dans un autre mode de realisation, l'invention concerne l'utilisation d'IgG3 decrites ci- 
dessus dans les pathologies cancereuses associees a des infections d'origine virales ou 
bacteriennes, seule ou en association avec une IgGl, pour leur capacity a induire une 
phagocytose. L'invention couvre egalement l'utilisation d'IgG3, notamment d'IgG3 
exprimees dans YB2/0, en association avec une IgGl exprimee dans une lignee de 
myelome de rat, par exemple YB2/0, pour le traitement de pathologies cancereuses 
chez les patients ayant un « cytokine release syndrome ». Cette application met a profit 
la capacite desdites IgG3 a moduler negativement la secretion de cytokines. Par 
exemple, on peut citer l'apparition d'hypothermie, de necrose renale aigue et des 
maladies du foie due au « cytokine release syndrome » induit par I'administration d'un 
anticorps monoclonal anti-CD3 (Alegre ML et al, J Immunol. 1991 Feb 15; 146 
(4):1 184-91). 

Plus specifiquement, l'invention vise l'utilisation d'une IgG3 decrite ci-dessus, qui peut 
etre un anti-CD20, pour prevenir l'apparition du « cytokine-release syndrome » chez 
les patients traites avec le Rituximab® (IDEC-C2B8) ; Winkler U et al, Cytokine- 
release syndrome in patients with B-cell chronic lymphocytic leukemia and high 
lymphocyte counts after treatment with an anti-CD20 monoclonal antibody, Blood. 
1999 Oct 1;94 (7):2217-24. 

De meme, l'IgG3 de l'invention est utile pour prevenir les effets indesirables de 
I'anticorps CAMPATH®. En effet, l'administration de CAMPATH 1-H, qui se lie au 
CD52 sur les lymphocytes et monocytes, induit la liberation de TNF, d'IFN et d'IL-6 
conduisant au « cytokine-release syndrome », Mark G. Wing et al, Mechanism of 
First-Dose Cytokine-Release Syndrome by CAMPATH 1-H: Involvement of CD 16 
(FcRIII) and GDI la/CDio (LFA-i) on NK Ceils, J. CUn. Invest, Volume 98, Number 
12, December 1996, 2819-2826. 
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Legendes et titres des figures 

Figure 1: Schema des vecteurs d' expression 
5 Figure 2 : Illustration des anticorps produits 

Figure 3 : Interaction des anticorps fixes sur les hematies coatees avec Jukat 
CD16 

L'axe des x represente la fixation des anticorps sur les hematies et l'axe des y 
represente la fixation sur le CD16. 
10 Figure 4 : Taux d'IL-2 en fonction de la fixation sur CD16 

Figure 5 : Activite cytolytique ADCC des anticorps anti-D IgGl et IgG3 
Figure 6 : Pourcentage de THP 1 ayant phagocytes une ou plusieurs hematies 

Exemple 1 : Obtention de differents anticorps anti-D de classe IgG3. K 

15 

La construction des vecteurs d' expression pour produire deux anticorps recombinants 
est presentee a la figure 1. Apres la construction de ces vecteurs d'expression, des 
transformants producteurs d'IgG3 D29 ont ete obtenus dans les lignees YB2/0 et CHO. j 

20 Les differents anticorps ainsi produits sont schematises a la figure 2 : 

- Anticorps 1: IgG3 D29 dans la lignee YB2/0 

- Anticorps 2: IgG3 exprimee dans la lignee CHO (lignee de reference pour la 
production industrielle de proteines recombinantes), D29-CHO. 

- Anticorps 3: IgG3 (D29, produite par l'heterohybridome P3x229), D29-P3X229 

25 

Exemple 2 : Test de fixation des trois anticorps de 1' exemple 1 sur Jurkat CD16 
(CFQ. 

Ce test a et<§ mis en place pour evaluer la capacite des anticorps anti-D a se fixer sur le 
30 recepteur CD 1 6 (Fc gamma RIII) exprime sur les cellules Jurkat CD1 6. 
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La premise etape consiste a faire reagir l'anticorps anti-D avec les antigenes Rhesus 
exprimes a la surface de membranes d'hematies Rhesus positif prealablement coatees 
sur des plaque de 96 puits (fixation par le Fab). Cette fixation est ensuite detectee par 
un anticorps anti-IgG humaine marqueS a la phosphatase alcaline. 

La deuxieme etape, a la suite a cette interaction, consiste a ajouter des cellules Jurkat 
CD16. Apres centrifugation leur fixation sur le Fc des anticorps est appreciee 
(visuellement) et un score est defini (index de fixation). 

Les resultats sont presents a la figure 3. 

On peut conclure des resultats que 1'expression d'une IgG3 dans la lignee cellulaire 
YB2/0 lui confere une meilleure capacite a se fixer sur les CD 16 via son Fc, tandis que 
la meme sequence exprimee dans la lignee CHO ou exprimee par un heteromyelome 
(P3X229) se fixe moins bien. 

Par ailleurs, l'expression d'une IgG3 dans la lignee YB2/0 lui confere une capacite a se 
fixer sur CD16 qui est comparable a celle d'une IgGl exprimee dans la meme cellule 
(YB2/0). 

Exemple 3 : Test de mesure de l'activation cellulaire (2* me partie du protocole 
CFc-Jurkat CD16-exempIe 2). 

Apres devaluation de la fixation des anticorps sur Jurkat CD16, les plaques sont 
ensuite incubees une nuit a 37°C, puis centrifugees. La quantite d'IL2 secretee par 
Jurkat CD 16 dans les milieux de culture est evaluee par une technique ELISA. 

Les resultats presentes a la figure 4 montrent que Pinteraction des IgG3 avec Jurkat 
CD16 induit une secretion d'IL2 beaucoup plus faible qu'en presence des IgGl. 
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Exemple4 : Technique de mesure de secretion d»IL-2 par Jurkat CD16 apres 
fixation des anticorps sur hematics non coatees. 

Differentes dilutions d'anticorps sont incubees en presence d'hematies Rh positif et de 
cellules Jurkat CD16. Apres une nuit d'incubation a 37°C, les cellules sont 
centrifugees et la quantite d'IL2 secretee dans les surnageants par Jurkat CD16 est 
evaluee par une technique ELIS A. 

Resultats : les IgG3 exprimes dans YB2/0 et CHO induisent tres pen de secretion 
d'IL2 par rapport aux IgGl, et cela a concentration d'anticorps identique. 

Ainsi, contrairement aux IgGl exprimees dans YB2/0, la fixation sur le CD16 d'une 
IgG3 exprim6e dans YB2/0 induit des taux plus faibles de cytokines (IL2) secretees 
par Jurkat CD16, alors que la fixation au CD16 des IgGl et des IgG3 est comparable. 

15 Exeraple5: Test de cytotoxicite contre des hematies Rh positif. 

Le test de cytolyse quantifie la capacite des anticorps a lyser des hematies Rhesus 
positif en presence de cellules mononucleees humaines. 

20 Les resultats sont presentes a la Figure 5 . 

Si T IgG3 est exprimee dans CHO, 1' activit6 cytolytique est comparable a celle obtenue 
si I' anticorps est exprime dans l'heteromyelome. 

25 En revanche, 1'activite cytolytique des IgG3 produites dans YB2/0 est inferieure a celle 
des IgGl produites dans YB2/0. 

L'expression d'une IgG3 dans YB2/0 potentialise ses capacites a induire une lyse des 
hematies en presence de cellules mononucleees (PBL) par comparaison au meme 
30 anticorps produit dans CHO ou par 1'heteromyelome. 
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Par rapport a l'activite de l'I g G3 produite dans CHO, 1 'augmentation de 1'activite 
cytolytique de l'IgG3 exprimee dans YB20 est 2,8 fois plus importante et egalement 
comparable a celle induite par la fraction polyclonale IgG3 de WinRho. 

En presence d'immunoglobulines polyvalentes (TEGELINE), la lyse des hematies est 
reduite et ceci d'une facon assez comparable a ce qui observe" avec la fraction IgG3 
polyclonale du WinRho. 

Enfin, l'expression d'une IgG3 dans YB2/0 bien que potentialisant son activite lytique 
des hematies en presence de cellules mononucteees, est bien inferieure a celle d'une 
IgGl exprimee dans la meme cellule d'expression (YB2/0). 

Exemple 6 : Test cytotoxicity : inhibition de la cytotoxicity induite par les IgGl. 

Des quantites croissantes d'IgG3 exprimees dans YB2/0 sent ajoutees a une 
concentration fixe d'IgGI R297 (YB2/0). Ce melange d'anticorps (IgGl+IgG3) est 
incube avec des hematies Rhesus positif et des cellules effectrices, soit des cellules 
mononucleees (PBL) soit des cellules NK purifiees. 

Resultats : 

On observe avec l'IgG3 produite dans YB2/0 et dans une moindre mesure avec l'IgG3 
produite dans CHO, une diminution de l'ADCC qui est proportionnelle a la quantite 
ajoutee d'IgG3 produite dans YB2/0. 

L'expression d'une IgG3 dans YB2/0 induit une modulation negative de l'activite 
cytotoxique des IgGl. Plus la concentration d'IgG3 est importante, moins l'activite 
ADCC induite par les IgGl est forte. 



Exemple 7 : Induction de la secretion de cytokines par les anticorps. 
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La secretion de differentes cytokines induite par les IgG3 exprimees dans YB2/0 est 
comparee a celle induite par les IgGl exprimees dans YB2/0 et aux IgG3 de meme 
sequence exprimees dans CHO ou par un h&eromy&ome. 

5 Les taux de cytokines (EL6, l'IL8, le TNF alpha, 1'IFN gamma, le TGF beta, HP10 et 
TIL2) induits par les IgG3 exprimes par YB2/0 sont differents de ceux induits par les 
IgGl exprimes dans YB2/0. En particulier, les IgG3 induisent moins d'IFN gamma 
que les IgGl . 



10 Exemple 8 : Capacity des IgG3 a induire une phagocytose. 

Test de phagocytose : les cellules de type monocytes/macrophage ou des lignees de 
type THP-1 sont incubees en presence d'hematies Rhesus positif et d'anticorps. Le 
nombre de cellules ayant phagocyte au moins une hematie est evalue. Les r6sultats 
15 sont exprimes en pourcentage de cellules ayant phagocyte au moins une hematie (voir 
figure 6). 

On peut conclure que 1'expression d'une IgG3 dans YB2/0 potentialise ses capacites a 
induire la phagocytose et ceci en comparaison avec une IgG3 exprimee dans CHO ou 
20 secrete par un h&eromylome. 

Exemple 9 : Etude du profil glycanique des IgG3 

Le profil glycanique particulier de l'IgG3 produite dans YB2/0, c'est a dire, des formes 
25 courtes, non syalilees, et avec un taux de focose inferieur a 35% lui confere des 
proprietes particulieres : 

- une forte fixation au CD 16 qui est comparable a celle des IgGl, 

- une potentialisation de la phagocytose 

- une modulation de l'activite ADCC m6diee par les IgGl. 
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REVENDICATIONS 

1. Anticorps monoclonaux chimeriques, humanises ou humains de classe IgG3, 
caracterises en ce qu'ils sont produits dans une lignee cellulaire de myelome de rat. 

2. Anticorps selon la revendication 1, caracterises en ce que la lignee cellulaire de 
myelome de rat est la lignee YB2/0 (ATCC n° CRL 1662) ou une lignee derivee ou 
modifiee de YB2/0. 

3. Anticorps selon l'une des revendications 1 et 2, caracterises en ce que la structure 
glycannique du Fc est de type biantennee, avec des chames courtes, une faible 
sialylation, des mannoses et GlcNAc du point d'attache terminaux non intercalaires, et 
une faible fucosylation. 

4. Anticorps selon la revendication 3, caracterises en ce que le taux de GlcNac 
intermediaire est non nul. 

5. Anticorps selon Tune des revendications 1 a 4, caracterises en ce que la structure 
glycannique du Fc est selectionxiee parmi les formes GO, GOF, Gl et GIF. 

6. Anticorps monoclonaux de classe IgG3 selon l'une des revendications 1 a 4, dans 
lesquels la teneur en fucose est inferieure a 50%, de preference inferieure a 35%. 

7. Anticorps selon la revendication 6, caracterises en ce que le taux de fucose est 
compris entre 20% et 45%. 

8. Anticorps selon l'une des revendications i a 8, presentant les caracteristiques 
fonctionnelles suivantes : 
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REVENDICATIONS 

5 1. Anticorps monoclonaux chim&iques, humanises ou humains de classe IgG3, 
caracterises en ce qu'ils sont produits dans une lignee cellulaire de my61ome de rat. 

2. Anticorps selon la revendication 1, caracterises en ce que la lignee cellulaire de 
myelome de rat est la lignee YB2/0 (ATCC n° CRL 1662) ou une lignee derivee ou 

1 0 modifiee de YB2/0. 

3. Anticorps selon Tune des revendications 1 et 2, caracterises en ce que la structure 
glycannique du Fc est de type biantenn6e, avec des chaines courtes, une faible 
sialylation, des mannoses et GlcNAc du point d'attache terrninaux non intercalaires, et 

15 une faible fucosylation. 

4. Anticorps selon la revendication 3, caracterises en ce que le taux de GlcNac 
intermediaire est non nul. 

20 5. Anticorps selon l'une des revendications 1 a 4, caracterises en ce que la structure 
glycannique du Fc est selectionnee parmi les formes GO, GOF, Gl et GIF. 

6. Anticorps monoclonaux de classe IgG3 selon Tune des revendications 1 a 4, dans 
lesquels la teneur en fucose est inferieure a 50%, de preference inf6rieure a 35%. 

25 

7. Anticorps selon la revendication 6, caracterises en ce que le taux de fucose est 
compris entre 20% et 45%. 

8. Anticorps selon Tune des revendications 1 a 7, presentant les caracteristiques 
30 fbnctionnelles suivantes : 
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a) une forte fixation au CD16 qui est comparable a celle des IgGl produites dans la 
meme lign<§e cellulaire. 

b) une capacite limitee a induire une activite cytolytique et a certaines concentrations 
une capacity a induire une inhibition de l'ADCC IgGl dependante. 

c) une capacite a induire la secretion de cytokines par des cellules effectrices qui est 
specifique et differente de celle induite par des IgGl . 

d) une potentialisation de la phagocytose. 

9. Anticorps selon l'une des revendications 1 a 8, caracterises en ce qu'ils sont 
selectionnes parmi les anticorps dirig<§s contre CD2, CD3, CD4, CDS, CD7, CD8, 
CD11, CD18, CD19, CD20, CD25, CD45 et CD52 comme Campath-IH®, CD33 ou' 
CD38. 

10. Procede de production d'anticorps monoclonaux chimeriques, humanises ou 
humains de classe IgG3 selon l'une des revendication 1 a 9, comprenant la transfection 
d'une lignee cellulaire de myelome de rat, de preference la Iignee YB2/0 (ATCC n° 
CRL 1662) ou une lignee derivee ou modifiee de YB2/0, avec un ou plusieurs 
vecteur(s) comprenant les sequences codantes pour les chaines lourdes et legeres 
d'anticorps de classe IgG3, 1'expression desdits anticorps dans la lignee cellulaire 
transferee, 1'extraction et la purification des anticorps. 

11. Proc6de selon la revendication 10, caractense en ce qu'on utilise un systeme a deux 
vecteurs d'expression, l'un codant pour les chaines lourdes et I'autre codant pour les 
chaines legeres. 

12. Procede selon la revendication 11, caracterise en ce les deux vecteurs component 
un marqueur de selection different 

13. Lignees cellulaires de myelome de rat transferees par un ou plusieurs vecteur(s) 
permettant 1'expression d'une IgG3 fonctionnelle. 
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a) une forte fixation au CD16 qui est comparable a celle des IgGl produites dans la 
meine lignee cellulaire. 

b) une capacit6 limitee a induire une activit6 cytolytique et a certaines concentrations 
me capacity a induire une inhibition de 1' ADCC IgGl dependante. 

c) une capacit6 a induire la secretion de cytokines par des cellules effectrices qui est 
specifique et difF6rente de celle induite par des IgGl. 

d) une potentialisation de la phagocytose. 

9. Anticorps selon l'une des revendications 1 a 8, caracterises en ce qu'ils sont 
) selectionnes panni les anticorps diriges contre CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, 

CDU, CD18, CD19, CD20, CD25, CD45 et CD52 comme Campath-IH®, CD33 ou 
CD38. 

10. Procede de production d'anticorps monoclonaux chimeriques, humanisms ou f 
5 humains de classe IgG3 selon lWe des revendication 1 a 9, comprenant la transfection • 

d'une lignee ceUulaire de myelome de rat, de preference la lignee YB2/0 (ATCC n° - 
CRL 1662) ou une tignee derivee ou modifiee de YB2/0, avec un ou plusieurs 
vecteur(s) comprenant les sequences codantes pour les chaines lourdes et legeres 
d'anticorps de classe IgG3, l'expression desdits anticorps dans la tign6e cellulaire 
20 transfectee, l'extraction et la purification des anticorps. 

11. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce qu'on utilise un systeme a deux 
vecteurs d'expression, l'un codant pour les chaines lourdes et l'autre codant pour les 
chaines legeres. 
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12. Procede selon la revendication 11, caracterise en ce les deux vecteurs comportent 
un marqueur de selection different. 



13. Lignees cellulaires de myelome de rat transfectees par un ou plusieurs vecteurfs) 
30 permettant l'expression d'une IgG3 fonctionnelle. 
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14. Lignees cellulaires selon la revendication 13 caracterise en ce qu'il s'agit de la 
lignee YB2/0 ou ses derivees. 

15. Cellule derivee d'une lignee selon Tune des revendications 13 et 14. 

16. Utilisation d'une IgG3 selon l'une des revendications 1 a 9, notamment d'IgG3 
exprimees dans YB2/0, pour la preparation d'un medicament. 

17. Utilisation selon la revendication 16 pour la preparation d'un medicament destine 
au traitement de differentes pathologies infectieuses d'origines virales ou bacteriennes. 

18. Utilisation selon la revendication 16 pour la preparation d'un medicament destine 
au traitement de differentes pathologies cancereuses, en particulier chez les patients 
faibles repondeurs au traitement avec des IgGl exprimees dans CHO, en complement 
ou non de cette derniere. 

19. Utilisation selon la revendication 16 pour la preparation d'un medicament destine a 
etre utilise en combinaison avec une IgGl exprimee dans une lignee de myelome de 
rat, notamment YB2/0, pour le traitement des pathologies cancereuses chez les 
patients diagnostiques tardivement ou faibles repondeurs au traitement avec 1'IgGl 
seule. 

20. Utilisation selon la revendication 16 pour la preparation d'un medicament destine 
au traitement des pathologies cancereuses associees a des infections d'origine virales 
ou bacteriennes, seule ou en association avec une IgGl, pour leur capacite a induire 
une phagocytose. 
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14. Lignees cellulaires selon la revendication 13 caracterise en ce qu'il s'agit de la 
lignee YB2/0 ou ses deriv6es. 

5 15. Cellule derivee d'une lignee selon Pune des revendications 13 et 14. 

16. Utilisation d'une IgG3 selon Tune des revendications 1 a 9, notamment d'une IgG3 
exprimee dans YB2/0, pour la preparation d'un medicament. 

10 17. Utilisation selon la revendication 16 pour la preparation d'un medicament destin6 
au traitement de differentes pathologies infectieuses d'origines virales ou bacteriennes. 

18. Utilisation selon la revendication 16 pour la preparation d'un medicament destine 
au traitement de differentes pathologies cancereuses, en particulier chez les patients 

15 faibles repondeurs au traitement avec une IgGl exprimee dans CHO, en complement 
ou non de cette derniere. 

19. Utilisation selon la revendication 16 pour la preparation d'un medicament destine a 
etre utilise en combinaison avec une IgGl exprimee dans une lignee de myelome de 

20 rat, notamment YB2/0, pour le traitement des pathologies cancereuses chez les 
patients diagnostiques tardivement ou faibles repondeurs au traitement avec 1'IgGl 
seule. 

20. Utilisation selon la revendication 16 pour la preparation d'un medicament destme 
25 au traitement des pathologies cancereuses associees a des infections d'origine virales 

ou-baeteriennes, seule ou en association avec une IgGl, pour sa capacite a induire une 
phagocytose. 
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21. Utilisation selon la revendication 16 pour la preparation d'un medicament pour le 
traitement des pathologies cancereuses chez les patients ayant un « cytokine release 
syndrome ». 

22. Utilisation selon la revendication 21 pour moduler negativement la secretion de 
cytokines. 
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21. Utilisation selon la revendication 16 pour la preparation (Tun m6dicament pour le 
traitement des pathologies cancereuses chez les patients ayant un « cytokine release 
syndrome ». 

22. Utilisation selon la revendication 21 pour moduler negativement la secretion de 
cytokines. 
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FIGURE 1 



Construction des vecteurs d'expression 
Obtention des lignees recombinants 



Production et purification des IgG3 produites dans les lignees ou du poly-D 
D29/YB2/0 D29/CHO D29/P3X229 F41 IgG3 Poly-D 








Comparaison in vitro des IgG3 produites : 
Liaison et activation des differents FcyR 
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Interaction des anticorps fixes sur les hematies coatees avec Jurkat CD16 

Test CFC 371 03038 




-R297tgG1YB270 



-«-AD1 



Poly-DWinRho 



-W-D29P3X229 



-*-D29YB2/01F5F8 



-D29CHOOXB11 
6A6 



-lgG3Wiroho ;. 
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DO Fixation hematies (Fab) 



FIGURE 3 
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Taux d'IL2 en fonction de la fixation sur CD16 
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Fixation CD16 



FIGURE 4 
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FIGURE 6 
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